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Abstract

Chemically modified nucleotides, which are not normally present in genetic mate-
rial, are called DNA adducts. This type of DNA modifications (damage) is directly related 
to processes of mutagenesis and carcinogenesis. Elevated levels of DNA adducts present 
in genetic material reflect exposure of humans to carcinogenic factors and are markers 
of increased risk of cancer [1]. For this reason different methods useful for quantitative 
and qualitative analyses of DNA adducts are used in the field of cancer prevention and 
research (Tab. 1). Enzymatically-catalyzed methylation of cytosine, observed mostly in 
so  called CpG islands, is a frequent endogenous modification of genetic material. Such 
a DNA methylation is a key factor involved in regulation of gene expression, and methyla-
tion status of oncogenes and tumor supressor genes is an important biomarker of carci
nogenesis. As such, analytical methods for assessment of DNA methylation are of great 
importance for molecular diagnostics of cancer.

During the last decade significant progress has been made in methods available for 
quantitative, qualitative and structural analyses of biological molecules. Among inten-
sively developed tools for bioanalyses are methods of mass spectrometry. Spectrometers 
that are based on two methods of ionization, namely electrospray ionization (ESI) [30] 
and matrix-assisted laser desorption-ionization (MALDI) [48], are particularly suitable 
for analyses of biological macromolecules: proteins and nucleic acids. Currently avail-
able mass spectrometers, together with microscale methods for sample preparation and 
separation, significantly increased sensitivity and accessible mass range of analyses. New 
generation of “user-friendly” instruments is developed to bring the techniques directly 
into the workplaces of biological and clinical investigators.

This review demonstrates representative examples of mass spectrometry techniques 
used for qualitative analyses of nucleotide modifications and adducts present in genetic 
material of humans. In this field several methods base on spectrometers with electrospray 
ionization. Generated ions are separated according to their mass-to-charge ratio in an ana-
lyzer by electric fields; among different ion analyzers frequently used in this methods 
are single or triple quadrupole and ion traps (Fig. 1). Among other methods available 
for assessment of DNA adducts is so called Accelerator Mass Spectrometry (Fig. 2) [41]. 
The most frequently applied method for the assessment of DNA methylation is based on 
methylation-specific PCR reaction. Products of such PCR reactions are analyzed using 
MALDI mass spectrometry [54] (Fig. 3). In summary, new powerful methods of mass 
spectrometry that made available qualitative analyses of damage and modifications of 
human genetic material found their important place in modern biological and medical 
laboratories.

Keywords: carcinogenesis, molecular diagnostics, mass spectrometry, nucleotides, DNA 
damage, DNA adducts, DNA methylation
Słowa kluczowe: kancerogeneza, diagnostyka molekularna, spektrometria mas, nukleo
tydy, uszkodzenia DNA, addukty DNA, metylacja DNA 
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1. Addukty DNA i ich znaczenie biologiczne

Uszkodzenia struktury DNA będące wynikiem kowalencyjnej modyfikacji 
struktury chemicznej puryn i pirymidyn nazywane są adduktami DNA. Szacuje 
się, że ok. 90% związków chemicznych uważanych za mutagenne lub kancerogenne 
posiada zdolność, bezpośrednio lub po modyfikacji metabolicznej, wiązania z DNA 
i tworzenia adduktów [1]. Związki chemiczne, które powodują relatywnie proste 
zmiany w DNA, takie jak przyłączenie grupy alkilowej czy metylowej, są opisywane 
jako związki alkilujące. Do związków alkilujących badanych najszerzej w kontekście 
procesu nowotworzenia należą m.in. chlorek winylu, akroleina czy akrylonitryl. 
Addukty DNA tworzy wiele związków zawierających pierścienie aromatyczne takie 
jak aminy aromatyczne (aryloaminy, np. 4-aminobifenyl czy 2-aminofluoren) i wie-
lopierścieniowe węglowodory aromatyczne (np. alfa-benzopiren). Związki arylujące 
wymagają zazwyczaj tzw. aktywacji metabolicznej do form mogących oddziaływać 
z DNA, które to reakcje katalizowane są przez oksydazy z rodziny cytochromów 
P-450 [2]. Do adduktów DNA zalicza się również uszkodzenia oksydacyjne induko-
wane przez tzw. reaktywne formy tlenu (ROS), czyli m.in. rodniki wodorotlenowe, 
tlen singletowy, nadtlenek wodoru czy nadtlenoazotyn, często będące produktami 
metabolizmu wewnątrzkomórkowego. Również światło UV powoduje powstawanie 
adduktów DNA (tzw. fotoadduktów), do których należą przede wszystkim cyklobu-
tanowe dimery tymidynowe [3]. Wiadomo, że wysoki poziom adduktów DNA zwią-
zany z behawioralną (np. palenie tytoniu), środowiskową lub zawodową ekspozycją 
na czynniki mutagenne jest ważnym czynnikiem ryzyka chorób nowotworowych, 
m.in. raków skóry, płuc, wątroby i trzustki [4–7].

W strukturze puryn i pirymidyn obecnych jest 17 potencjalnych miejsc powsta-
wania adduktów, mających charakter centrów nukleofilowych. Alkilacji może ulec 
również grupa OH reszty fosforanowej w obrębie szkieletu DNA. Reaktywność 
poszczególnych miejsc zależy od chemicznej natury cząsteczki, nukleofilowości 
poszczególnych miejsc i efektów sterycznych [8–10]. Rysunek 1 przedstawia miejsca 
pierścienia guaniny, w których mogą powstawać addukty indukowane przez różne 
czynniki chemiczne.

Powstały addukt DNA może zmieniać strukturę przestrzenną i właściwości 
fizyczne nici DNA, a miejsce uszkodzenia może nie być prawidłowo rozpoznane 
przez enzymy replikujące DNA lub czynniki transkrypcyjne [8]. Addukty DNA 
powstałe w wyniku działania kancerogenów lub reaktywnych form tlenu są uważane 
za pierwszy etap w inicjacji rozwoju nowotworu. Obecność adduktu DNA może 
prowadzić, na przykład w skutek błędu replikacji DNA w jego pobliżu, do muta-
cji punktowych, najczęściej o charakterze substytucji lub delecji. Mechanizmami 
obronnymi komórki umożliwiającymi usunięcie adduktów i odtworzenie prawidło-
wej struktury DNA są mechanizmy naprawy DNA [11]. Zdolność adduktów DNA 
do indukcji mutagenezy i kancerogenezy zależy od ich struktury chemicznej, sta-
bilności i zdolności do rozpoznania uszkodzenia przez enzymy naprawiające DNA. 
Struktura przestrzenna danego fragmentu DNA lub kontekst lokalnej sekwencji ma 
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wpływ na poziom naprawy uszkodzonego nukleotydu lub powstania źle sparowa-
nych zasad w trakcie replikacji DNA [12, 13].

 
Rysunek 1. 	M iejsca tworzenia adduktów w nukleotydzie deoksyguanozynowym 
Figure 1. 	S ites of adduct formation in deoxyguanine nucleotide

2. Metody wykorzystywane do analizy adduktów DNA

Addukty DNA powstają in vivo w relatywnie niewielkich ilościach, a większość 
z nich jest bardzo szybko usuwana z komórki. Szacuje się, że w genomie pojedynczej 
komórki można znaleźć jeden addukt na 106 do 109 nukleotydów. Dlatego też tech-
niki służące do ich analizy muszą spełniać określone wymagania, z których najważ-
niejszym jest wysoka czułość umożliwiająca wykrywanie ich nawet w bardzo nis
kich stężeniach. Optymalne techniki analityczne powinny również wykorzystywać 
niewielką ilość materiału, pozwalać na określenie wielu klas adduktów i umożliwiać 
szybką analizę wielu próbek.

Czynnikiem najmocniej ograniczającym możliwość badania adduktów w  ludzkim 
DNA jest zazwyczaj jego niewielka ilość dostępna do analiz. Jedynie niektóre addukty 
DNA mogą być analizowane w sposób nieinwazyjny, tak jak 8-oksoguanozyna, któ-
rej obecność w moczu jest wynikiem enzymatycznej naprawy DNA [14]. W stan
dardowych procedurach DNA do oznaczeń adduktów izolowane jest z komórek, 
zazwyczaj z białych ciałek krwi, łożyska lub wymazu z jamy ustnej. Przy pobieraniu 
materiału należy zwrócić uwagę na moment pobrania próbki, ponieważ addukty 
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mogą zostać usunięte z materiału genetycznego komórek już w krótkim czasie 
po ekspozycji na czynnik uszkadzający. W badaniach populacyjnych najczęściej 
wykorzystywanym materiałem jest DNA uzyskany z limfocytów krwi obwodowej. 
Z limfocytów otrzymanych z 1 ml krwi izoluje się 20–40 μg DNA. Tak więc metody 
analityczne wykorzystywane do badań adduktów DNA powinny mieć czułość i spe-
cyficzność umożliwiającą wykrywanie jednego adduktu na 108–109 nie zmodyfiko-
wanych nukleotydów używając przy tym niewielkiej ilości DNA (rzędu 10–100 μg) 
[10].

Badania adduktów DNA przeprowadza się obecnie wieloma technikami anali-
tycznymi, jednakże każda z nich ma swoje ograniczenia w zakresie czułości, ilości 
wymaganego materiału, swoistości czy możliwości automatyzacji. Tabela 1 zawiera 
porównanie czułości szeregu technik analitycznych wykorzystywanych do analizy 
adduktów DNA. Należy zwrócić uwagę, że w zależności od stosowanej metody, 
addukty mogą być analizowane w trzech różnych formach: zasad azotowych, nukle-
ozydów i nukleotydów. Metodą pozwalającą na wykrywanie wszystkich tych trzech 
form jest immunodetekcja, natomiast metoda enzymatyczna (tzw. 32P-postlabeling) 
wymaga jako substratu deoksynukleotydów w postaci 3’-monofosforanów.

Tabela 1. Porównanie czułości technik wykorzystywanych do analizy adduktów DNA
Table 1. Comparison of sensitivity of different techniques used for analysis of DNA adducts  

Metoda Maksymalna czułość 
(addukt/nukleotyd)

Potrzebna ilość 
DNA (μg)

HPLC z detekcją elektrochemiczną lub fluorescencyjną 1/108 1–100

Immunodetekcja z wykorzystaniem swoistych przeciwciał 1/108 1–200
32P-postalabeling 1/1010 1–10

Spektrometria mas 1/108 10–100

Akceleratorowa spektrometria mas 1/1012 10–2000

Metoda enzymatycznego znakowania zmodyfikowanych nukleotydów radio-
aktywnym fosforem (tzw. 32P-postlabeling) jest szeroko wykorzystywaną metodą 
detekcji adduktów DNA ze względu na łatwość wykonania, czułość i zdolność 
wykrywania różnych rodzajów adduktów, przede wszystkim wywoływanych przez 
policykliczne węglowodory aromatyczne. Metoda ta pozwala na identyfikację jed-
nego adduktu na 109–1010 nukleotydów i wymaga niewielkiej ilości DNA (1–10 µg). 
Wadą metody jest praca z dużymi ilościami substancji radioaktywnych, czasochłon-
ność i niewielka możliwość automatyzacji. W przypadku braku wewnętrznego 
standardu, na podstawie którego określa się wydajność znakowania, oznaczania 
ilościowe mają jedynie orientacyjny charakter. Metoda ta nie daje również infor-
macji o strukturze adduktów, a złożone wzory adduktów i obfitość zmian wykry-
wanych w DNA powodują niepewność co do identyfikacji pożądanych adduktów. 
W metodzie 32P-postlabeling wyznakowane nukleotydy rozdziela się chromatogra-
ficznie w chromatografii cienkowarstwowej (TLC; detekcja następuje dzięki auto-
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radiografii) lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem 
radioaktywności [15, 16]. Chromatografia HPLC sprzężona z detektorami elektro-
chemicznymi wykorzystywana jest do wykrywania uszkodzeń oksydacyjnych (np. 
8-oksoguaniny), a sprzężona z detektorami fluorescencji do wykrywania adduktów 
aromatycznych. W obu tych przypadkach czułość metody jest jednak znacznie niż-
sza niż w przypadku detektorów radioaktywności, a oznaczane mogą być w ten spo-
sób jedynie niektóre typy adduktów DNA. Innymi metodami wykorzystywanymi do 
detekcji znanych typów adduktów DNA są metody immunologiczne, na przykład 
immunohistochemia lub ELISA. Metody te pozwalają na detekcję jednego adduktu 
na 106–108 nukleotydów, a stosowane są do analizy fotoadduktów, adduktów aroma-
tycznych i uszkodzeń oksydacyjnych. Wadą metod immunologicznych jest często 
niewielka swoistość stosowanych przeciwciał i duża ilość wymaganego materiału 
[17–20].

Ponieważ każda z wspomnianych wyżej metod posiada szereg wad, trwają 
próby przystosowania i wykorzystania do badania adduktów DNA nowych fizyko-
chemicznych metod analitycznych. Jedną z takich metod jest spektrometria mas, 
a przykłady jej zastosowania do badania modyfikacji struktury nukleotydów omó-
wione są w dalszej części pracy.

3. Metody spektrometrii mas wykorzystywane do analizy 
modyfikacji nukleotydów

Istota spektrometrii mas polega na rozdzielaniu zjonizowanych cząstek ze 
względu na wartość stosunku masy – m do ładunku – z (m/z). Wysokorozdzielcze 
spektrometry mas umożliwiają wyznaczenie masy cząsteczkowej z dokładnością 
0,01–0,001%, co umożliwia określenie składu elementarnego analizowanego jonu. 
Typowy spektrometr mas składa się z komory jonizacyjnej, analizatora i detektora, 
sprzężonych z komputerowym systemem kontroli oraz rejestracji i analizy danych. 
Ponieważ modyfikacje zasad azotowych skutkują zmianą masy, mogą być one łatwo 
wykrywane za pomocą wielu typów spektrometrów masowych [21]. Każdy spektro-
metr w zależności od swojej budowy wymaga innych metod przygotowania próbki, 
wykorzystuje różne techniki jonizacji, metody rozdziału i analizy jonów. W przy-
padku analizy modyfikowanych 2’-deoksynukleozydów przed analizą na spektro
metrach mas niezbędna jest enzymatyczna obróbka i oczyszczenie preparatów 
DNA. Preparaty DNA trawione są do nukleozydów za pomocą endo- i egzodeok-
syrybonukleaz, fosfodiesteraz i fosfataz [22–24]. Uzyskana mieszanina normalnych 
i zmodyfikowanych nukleozydów może być następnie rozdzielana chromatograficz-
nie dla podwyższenia czułości detekcji [9, 25]. Wczesne prace z wykorzystaniem 
spektrometrii mas do analizy modyfikacji nukleotydów wykorzystywały jonizację 
przy pomocy wiązki elektronów (ang. electron ionization, EI). Materiał analizo-
wano przez bezpośrednie wstrzyknięcie do komory jonizacyjnej dużej ilości kwa-
sów nukleinowych, na przykład w celu analizy N7-metylowanej guaniny wyko-
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rzystano 50 mg DNA [26]. Obecnie do analizy adduktów używa się DNA w ilości 
kilkudziesięciu mikrogramów, próbki hydrolizuje się enzymatycznie i frakcjonuje 
chromatograficznie. Najczęściej wykorzystywane metody to chromatografia gazowa 
z detektorem mas z chemiczną jonizacją ujemną, oraz połączenie chromatografii 
HPLC z jonizacją przez rozpylanie w polu elektrycznym (elektrorozpraszanie, ang. 
electrospray ionization, ESI) [9]. Chromatografia gazowa z detekcją mas z chemiczną 
jonizacją ujemną (GC-MS-NCI) jest z powodzeniem wykorzystywana do analizo-
wania kilku rodzajów adduktów DNA powstających w wyniku alkilacji zasad DNA 
przez N-nitrozoaminy, np. O6-butylguanina (O6BuG) [27, 28]. Wadą tej metody jest 
konieczność tzw. derywatyzacji, czyli modyfikacji w celu przekształcenia trudno 
lotnych związków w ich lotne i trwałe pochodne. Wprowadzona niedawno mody-
fikacja metody NCI, technika jonizacji pod ciśnieniem atmosferycznym (API) jest 
wykorzystywana do detekcji nietrwałych i termicznie labilnych adduktów DNA 
[17, 29].

Badania nad możliwością zastosowania spektrometrii mas do analizy uszkodzeń 
DNA zostały zintensyfikowane po rozpowszechnieniu urządzeń wykorzystujących 
technikę jonizacji przez elektrorozpraszanie. Spektrometry tego typu pozwalają na 
bezpośrednią analizę polarnych związków bez potrzeby ich derywatyzacji i umożli-
wiają bezpośrednie podłączenie chromatografii cieczowej (ang. liquid chromatogra-
phy, LC) w układzie „on-line”. Technika ESI polega na tworzeniu w polu elektrycznym 
aerozolu roztworu cząsteczek analizowanej substancji, które jonizują się podczas 
odparowania rozpuszczalnika poprzez przyłączenie lub odłączenie protonów (lub 
innych jonów) [30]. Proces jonizacji w systemie ESI zachodzi w warunkach ciśnie-
nia atmosferycznego. Frakcje z LC (lub kompletna mieszanina) wprowadzane są do 
mającej kształt stożka komory jonizacyjnej przez kapilarną sondę, na której koniec 
przykładane jest wysokie napięcie w stosunku do elektrody znajdującej się na końcu 
stożka (zwykle pomiędzy 2 a 5 kV). Skutkuje to powstaniem gradientu potencjału 
w komorze jonizacyjnej. Przepływ azotu współosiowy do stalowej kapilary skutkuje 
powstaniem aerozolu naładowanych kropel, a po odparowaniu rozpuszczalnika do 
powstania jonów w fazie gazowej, które przez stożek komory jonizacyjnej przecho-
dzą do próżni analizatora [31, 32]. 

Do badań adduktów DNA w spektrometrach ze źródłem jonów typu ESI naj-
częściej wykorzystuje się analizatory z systemem trzech kwadrupoli. Kwadrupol to 
analizator zbudowany z czterech równoległych, symetrycznych prętów będących 
elektrodami, między którymi tworzone jest oscylujące pole elektryczne. Potrójny 
kwadrupol umożliwia przeprowadzenie tandemowej spektrometrii mas. W ukła-
dzie takim pierwszy i trzeci kwadrupol (oznaczane jako Q1 i Q3) są analizatorami 
wartości m/z jonów, a drugi kwadrupol (Q2) jest komorą kolizyjną zawierającą nie-
wielką ilość argonu, gdzie analizowane jony poddawane są fragmentacji indukowa-
nej kolizyjnie (CID). Dwie główne metody analizy adduktów DNA w potrójnym 
kwadrupolu to tryb kontroli wybranych jonów (SIM) i tryb kontroli wybranych 
reakcji (SRM). W analizie SIM pierwszy kwadrupol ustawiony jest w taki sposób, 
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aby przepuszczał do detektora tylko określone jony, natomiast analiza SRM pozwala 
na wybranie jonu w pierwszym kwadrupolu, który następnie w Q2 ulega dysocjacji 
indukowanej kolizyjnie do jonów, których masy określane są w Q3 (schematycznie 
przedstawione na Rys. 2) [10]. Połączenie chromatografii HPLC ze spektrometrami 
z jonizacją typu ESI i tandemową spektrometrią mas (LC-ESI/MS/MS) wykorzy-
stane zostało do analizy adduktów DNA powstałych na wskutek działania kance-
rogennych nitrozoamin obecnych w dymie tytoniowym: 4-(metylnitrozoamino)-1- 
-(3-pirydyl)-1-butanon i N’-nitrozonornikotyna [33–35], oraz adduktów powsta-
łych na wskutek ekspozycji na policykliczne węglowodory aromatyczne [36].

Rysunek 2. 	S chematyczne przedstawienie metod analizy jonów z wykorzystaniem spektrometru z trzema 
kwadrupolami

Figure 2. 	S cheme of methods of ion analysis in three-quadrupole mass spectrometer
 

Innym rodzajem urządzenia wykorzystywanego do analizy adduktów DNA jest 
spektrometr mas z pułapką jonową (ang. ion trap, IT), umożliwiającą akumulację 
wybranych jonów w celu poprawy proporcji wartości sygnału analizowanej substan-
cji do sygnału tła (tzw. szumu) [17]. Spektrometry wykorzystujące pułapki jonowe 
z kwadrupolowym analizatorem mas (TQ/MS) są rzadko używane do analizy adduk
tów DNA indukowanych w warunkach in vivo ponieważ wolne tempo skanowa
nia i jego mała czułość utrudniają detekcję adduktów występujących w śladowych 
ilościach. Dlatego w zastosowaniach bioanalitycznych częściej wykorzystywane są 
spektrometry z analizatorami będącymi kwadrupolową pułapką jonową (QIT/MS). 
Różnica pomiędzy tymi dwoma technikami leży w sposobie działania analizatora 
masy. W technice TQ/MS analizator działa jako filtr masy i w jednym momencie 
przepuszcza tylko jony o określonej wartości m/z. Technika QIT/MS pozwala na 
przetrzymywanie jonów i wyrzucanie do detektora kolejnych grup jonów o określo-
nym m/z [17]. Technika ta powszechnie wykorzystywana jest do analizy adduktów 
DNA będących pochodnymi 2-amino-1-metyl-6-fenyloimidazol[4,5-b]pirymidyny 
(PhIP) [17, 37, 38].

Najbardziej czułą metodą spektrometrii mas, która może być wykorzystana do 
analizy adduktów DNA jest tzw. akceleratorowa spektrometria mas (ang. Accelerator 
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Mass Spectrometry, AMS), która umożliwia wykrywanie jednego adduktu na 1012 
nukleotydów. Spektrometria AMS pozwala na rejestrację jonów zawierających 
rzadko występujące izotopy (np. 14C) i ich oddzielenie od jonów zawierających pozo-
stałe formy pierwiastka (np. 12C). W klasycznej spektrometrii mas, wykrywalność 
metody (minimalna ilość atomów substancji analizowanej) jest silnie ograniczona 
poprzez wymaganie wysokiej rozdzielczości masowej koniecznej do rozdzielenia 
izobarów. Podstawowa różnica pomiędzy techniką AMS, a innymi metodami spek-
trometrii mas polega na nadaniu jonom dużego przyspieszenia poprzedzającego 
analizę mas. Spektrometr AMS stanowi połączenie dwóch rodzajów spektrome-
trów (Rys. 3). Pierwszy spektrometr mas o niskiej energii selekcjonuje jony ujemne 
o właściwej masie i przepuszcza je do akceleratora. Dzięki obecności akceleratora 
mas jony są przyspieszane i przeładowywane tj. następuje zmiana ładunku jonów 
na dodatni poprzez przepuszczanie tych jonów przez cienką warstwę substancji (np. 
cienka folia węglowa), na której zostają elektrony. Jony po przyspieszeniu trafiają 
do spektrometru o wysokiej energii, gdzie selekcjonowane są przez układ kwadru-
pola pod względem masy i ładunku, a następnie kierowane do układu magnesów 
ponownie rozpędzających jony i selekcjonujących je pod względem przyspieszenia 
zanim zostaną poddane analizie na detektorze. Drugi spektrometr selekcjonuje jony 
zawierające rzadko występujące izotopy.

 
Rysunek 3. 	S chemat spektrometru wykorzystującego technikę AMS (zaznaczono kierunek przepływu 

jonów) 
Figure 3. 	S cheme of AMS mass spectrometer (flow of ions is shown) 

Główne ograniczenie techniki AMS polega na jej zależności od obecności izoto-
pów 14C lub 3H w badanej cząsteczce. Oznacza to, że obecnie technika ta ograniczona 
jest przede wszystkim do układów eksperymentalnych, w których wykorzystuje się 
związki znakowane wybranymi izotopami. Jednak podejmowane są próby wyko-
rzystania techniki AMS do wykrywania adduktów DNA indukowanych w ludzkim 
materiale genetycznym przez naturalne czynniki zawierające węgiel 14C [39–41]. 
Modyfikacje tej metody pozwalają na oznaczanie 8-metylodeoksoguanozyny [42], 
oraz adduktów indukowanych przez oksaliplatynę [43] i adriamycynę [39].
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4. Wykorzystanie spektrometrii mas  
do analizy metylacji DNA

Chemiczną modyfikacją struktury DNA występującą naturalnie w komórkach 
kręgowców jest metylacja cytozyny. Metylacji podlega węgiel C5 pierścienia cytozyny, 
w efekcie czego powstaje 5-metylocytozyna (5-mC). Szacuje się, że 5-mC stanowi 
około 4% wszystkich nukleotydów deoksycytozynowych w komórkach ludzkich 
[44]. Metylacja cytozyn jest procesem enzymatycznym, katalizowanym przez mety-
lotransferazy DNA, w którym donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina. 
W większości przypadków metylacja dotyczy sekwencji 5’-CG-3’ zwanych wyspami 
CpG, lecz może także dotyczyć sekwencji CpA i CpT [45, 46]. Metylacja DNA jest 
jednym z epigenetycznych mechanizmów kontroli ekspresji genów, a metylacja 
wysp CpG w okolicach promotorowych jest czynnikiem inicjującym zmiany struk-
tury chromatyny i wyciszenie transkrypcji. Metylacja DNA jest niezbędna dla pra
widłowego rozwoju organizmu, a jej nieprawidłowy przebieg może prowadzić do 
rozwoju wielu chorób. Błędy w metylacji DNA nagromadzające się wraz z wiekiem 
mogą wpływać na funkcjonowanie organizmu. Zmiany w metylacji DNA mogą akty
wować onkogeny i hamować ekspresję genów supresorowych, przyczyniając się do 
rozwoju nowotworów. Szacuje się, że w nowotworach 5% wszystkich genów jest 
hipermetylowana [47].

Biorąc pod uwagę jej znaczenie funkcjonalne metylacja DNA jest potencjal-
nie ważnym klinicznym markerem molekularnym w diagnostyce nowotworów. 
Jedna z  metod analitycznych stosowanych w praktyce diagnostycznej do bada-
nia metylacji DNA, również w swoistych sekwencjach genowych, wykorzystuje 
spektrometrię mas typu MALDI-ToF [48]. W przypadku jonizacji typu MALDI 
(ang.  matrix-assisted laser desorption-ionization) cząsteczki analitu (w tym przy-
padku oligonukleotydy) ko-krystalizują z cząsteczkami matrycy absorbującej 
promieniowanie ultrafioletowe generowane przez laser; zazwyczaj jako matryce 
wykorzystuje się kwasy aromatyczne. W efekcie naświetlenia laserem z mieszaniny 
kryształów matrycy i analitu desorbowane są protonowane cząsteczki analizowanej 
substancji. Analizator czasu przelotu jonów (ang. time of flight, ToF) rejestruje czas 
przelotu zjonizowanych cząsteczek (zwykle wynoszący od 0,01 do 1 ms), który jest 
wprost proporcjonalny do pierwiastka z wartości m/z jonów poddawanych anali-
zie. Spektrometry MALDI-ToF umożliwiają analizę cząsteczek w szerokim zakresie 
mas od kilkuset do kilkuset tysięcy Da [49, 50]. Metoda MALDI-ToF wykorzysty-
wana jest do pomiaru masy cząsteczkowej produktów reakcji PCR wykrywającej 
obecność 5-metylo-cytozyny. W pierwszym etapie analizy DNA jest denaturowane i 
taktowane wodorosiarczanem, który powoduje deaminację cytozyny (C) do uracylu 
(U), natomiast 5-metylo-cytozyna jest oporna na działanie tego związku; konwersja 
C do U powoduje zmianę zapisu sekwencji nukleotydów w analizowanym genie. 
Następnie w reakcji PCR wykorzystującej startery swoiste dla wybranego genu i 
uzupełnione o sekwencję rozpoznawaną przez polimerazę RNA T7 syntetyzuje się 
nić, w której w miejscu komplementarnym do U występuje A, a w miejscu kom-
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plementarnym do 5-me-C występuje G (produkt zawiera dodatkowo promotor 
polimerazy RNA T7). W kolejnych cyklach PCR powielane są produkty zawierające 
pary A-T w miejscu pierwotnie zajmowanym przez nie metylowaną cytozynę, oraz 
pary G-C w miejscu pierwotnie zajmowanym przez metylowaną cytozynę (ponadto 
do produktów wprowadzony zostaje tzw. tag kontrolny, wykorzystany później do 
kontroli hydrolizy RNA). W następnym etapie przeprowadza się transkrypcję in 
vitro katalizowaną przez polimerazę RNA T7, w wyniku której powstają cząsteczki 
RNA zawierające A w miejscu nie metylowanej cytozyny i G w miejscu metylowanej 
cytozyny. Powstałe produkty trawione są przez endorybonukleazę T1, która prze-
cina RNA po stronie 3’ guaniny. W efekcie trawienia powstają różniące się długością 
cząsteczki, w których prekursorach występowała metylowana (krótsze; im więcej 
miejsc metylacji tym więcej guanin w cząsteczce RNA rozpoznawanych przez endo-
nukleazę T1) lub nie metylowana cytozyna (dłuższe) (schemat na Rys. 4). Wielkość 
cząsteczek RNA wygenerowanych w opisanej wyżej procedurze analizowana jest 
metodą MALDI‑ToF [48, 51–55].

 
Rysunek 4. 	S chemat metody analizy metylacji DNA wykorzystującej reakcję PCR i pomiar mas produktów 

metodą MALDI-ToF (na podstawie [54]) 
Figure 4. 	S cheme of methods of analysis of DNA methylation that based on PCR reaction and assessment 

of mass of products with MALDI-ToF spectrometry (based on [54])

Do wykrywania obecności w DNA 5-metylo-cytozyny stosuje się także tech-
niki wykorzystujące opisane wcześniej połączenie chromatografii cieczowej z tande-
mową spektrometrią mas typu ESI (LC-ESI-MS/MS). Metoda ta wymaga hydrolizy 
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DNA do mononukleotydów (np. w obecności kwasu mrówkowego) i rozdzielenie 
cytozyny od 5-metylocytozyny za pomocą chromatografii wykorzystującej jako 
nośnik kwas fluoroantymonowy [56, 57]. Metoda ta umożliwia globalny pomiar 
5-metylo-cytozyny, nie pozwala jednak na analizę swoistego wzoru metylacji 
w obrębie poszczególnych genów.

Podsumowanie

Modyfikacje DNA, zarówno uszkodzenia nukleotydów indukowane np. przez 
środowiskowe związki kancerogenne, jak i endogenna metylacja cytozyn, stano-
wią bardzo ważny czynnik regulujący funkcjonowanie organizmu i mający istotny 
wpływ na ryzyko groźnych chorób (przede wszystkim chorób nowotworowych). 
Możliwość jakościowej i ilościowej analizy tych modyfikacji ma olbrzymie znaczenie 
praktyczne, nie tylko dla badań naukowych, ale również dla diagnostyki medycznej. 
Techniki spektrometrii mas (zwłaszcza w połączeniu z technikami chromatograficz-
nymi), ze względu na relatywnie wysoką czułość oraz możliwość analizy złożonych 
mieszanin biologicznych, wydają się być bardzo dobrym narzędziem analitycznym 
dla badania modyfikacji materiału genetycznego. Racjonalne wykorzystanie tych 
narzędzi wymaga oczywiście optymalnego dostosowania właściwości różnych typów 
spektrometrów do konkretnej aplikacji praktycznej. Można jednak przypuszczać, że 
w przyszłości metody spektrometrii mas wejdą do szerszej praktyki laboratoryjnej 
i będą wykorzystywane dla celów medycznych również w aspekcie analizy modyfi-
kacji i uszkodzeń materiału genetycznego.
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